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1. Введение

Среди методов биомедицинской оптической диагно-
стики, в которых используется излучение ближнего ИК 
диапазона ( lex = 700 – 1000 нм), двухфотонная флуорес-
центная микроскопия (ДФМ) выделяется уникальным со-
четанием субмикронного пространственного разрешения 
с высоким контрастом получаемых изображений и воз-
можностью визуализации структуры биотканей на глу-
бинах вплоть до 1 мм [1]. Основные применения ДФМ – 
наблюдение сигналов коллективной или индивидуаль-
ной активности нейронов мозга лабораторных животных 
in vitro и in vivo [2], а также трехмерная визуализация не-
окра шенных покровных тканей in vivo [3]. Теоретически 
предсказанная предельная глубина наблюдения методом 
ДФМ ограничена эффектами многократного рассеяния 
[4, 5], однако для ее достижения на практике необходимо 
максимизировать эффективность возбуждения и детекти-
рования флуоресценции. Первая задача может быть реше-
на путем использования флуорофоров с пиком двухфо-
тонного возбуждения вблизи lex = 1000 нм*, одновременно 
обладающих большим сечением поглощения и устойчи-
востью к фотовыцветанию. В настоящее время этим тре-
бованиям удовлетворяют квантовые точки [6], однако их 
применение в экспериментах in vivo требует дополнитель-

ных исследований по проблеме их накопления, выведе-
ния и токсичности. Более приемлемыми с точки зрения 
безопасности и функциональности считаются цветные 
белки, флуоресцирующие в видимом диапазоне при воз-
буждении в области 850 – 1000 нм [2], но их сечение двух-
фотонного поглощения на два порядка ниже, чем у кван-
товых точек. В такой ситуации актуальной становится 
задача эффективного детектирования флуоресцентного сиг-
нала, сопряженная с оптимизацией собирающей способ-
ности системы формирования изображения. 

Наиболь шей собирающей способностью характеризу-
ются системы лазерной сканирующей микроскопии (ЛСМ), 
оснащенные так называемым недесканирующим детекто-
ром, который регистрирует флуоресцентный сигнал мак-
симально близко к выходу объектива [7]. В то же время 
некоторые ЛСМ-установки, в частности комбинирован-
ные системы конфокальной и двухфотонной флуоресцент-
ной микроскопии, оснащены универсальным конфокаль-
ным детектором с диафрагмой, величина которой регули-
руется в широких пределах [8]. Как и при формировании 
конфокального изображения, сигнал двухфотонно воз-
буждаемой флуоресценции (ДВФ) в таких системах «де-
сканируется» (т.е. проходит в обратном направлении через 
те же сканирующие оптические элементы, что и зондиру-
ющий пучок), но для его регистрации диафрагма детек-
тора открывается на максимальную величину. При визу-
ализации прозрачных объектов наличие конфокальной 
диафрагмы не сказывается на собирающей способности 
комбинированной ЛСМ-системы, однако при наличии 
рассеяния эффективность регистрации ДВФ снижается [9]. 
Известно, что это приводит к уменьшению диапазона ра-
бочих глубин таких систем, работающих в многофотон-
ном режиме, но количественные оценки данного эффекта 
в литературе отсутствуют. 

Формирование сигнала двухфотонной флуоресцентной 
микроскопии в условиях сильного рассеяния: 
теоретическое и численное моделирование

Е.А.Сергеева, А.Р.Катичев, М.Ю.Кириллин

В рамках теории переноса излучения и с помощью моделирования методом Монте-Карло проанализировано влияние 
рассеяния в среде и размеров детектирующей диафрагмы на формирование флуоресцентного сигнала в стандартных 
установках двухфотонной флуоресцентной микроскопии (ДФМ). Теоретический анализ базируется на малоугловом 
диффузионном приближении уравнения переноса излучения, адаптированном для расчета распространения сфокусиро-
ванного ИК излучения в средах, близких по оптическим свойствам к биологическим тканям. Точность модели оценена 
с помощью сравнения рассчитанной интенсивности накачки в сильнорассеивающей среде с результатами численного 
моделирования методом Монте-Карло. Для Монте-Карло-моделирования остросфокусированного гауссова пучка исполь-
зован квазилучевой подход, позволивший корректно учесть конечный размер перетяжки и форму пучка. Показано, что 
в комбинированных установках конфокальной и двухфотонной флуоресцентной сканирующей микроскопии, не осна-
щенных внешним «недесканирующим» детектором, рассеяние существенно сказывается как на эффективности не-
линейного возбуждения в глубине среды, так и на собирающей способности системы. В таких установках скорость 
уменьшения полезного сигнала ДФМ с глубиной оказывается в 1.5 – 2 раза выше, чем в установках, оснащенных «неде-
сканирующим» детектором. 

Ключевые слова: двухфотонная флуоресцентная микроскопия, многократное рассеяние, теория переноса излучения, 
малоугловое диффузионное приближение, моделирование методом Монте-Карло, сфокусированный гауссов пучок.

Е.А.Сергеева, А.Р.Катичев, М.Ю.Кириллин. Институт прикладной 
физики РАН, Россия, 603950 Н. Новгород, ул. Ульянова, 46;  
e-mail: sea@ufp.appl.sci-nnov.ru 
 
Поступила в редакцию 28 октября 2010 г.

PACS 87.63.lt; 87.57.–s; 87.55.K–; 87.64.Cc

* Несмотря на более высокий показатель поглощения воды, глу-
бина проникновения в биоткань излучения на этой длине волны 
выше, чем для излучения диапазона 700 – 800 нм.
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Уменьшение собирающей способности в рассеиваю-
щих средах с глубиной изучено в основном эксперимен-
тально [7, 9, 10] или с помощью численного моделирова-
ния методом Монте-Карло (МК) [10 – 12]. Теоретическая 
оценка этого эффекта была выполнена в работе [12] в рам-
ках диффузионного приближения теории переноса излу-
чения. Однако в биотканях в диапазоне рабочих глубин 
метода ДФМ доминирует малоугловое, а не диффузное 
рассеяние. В настоящей работе предлагается усовершен-
ствованная аналитическая модель для описания сигнала 
ДВФ, регистрируемого из рассеивающей среды двумя ти-
пами приемников: недесканирующим (НДC) и дескани-
рующим, оснащенным регулируемой по величине кон-
фокальной диафрагмой (ДСКД). Предлагаемая модель 
основана на расчете светового поля в рассеивающей сре-
де в рамках малоуглового диффузионного приближения 
для уравнения переноса излучения. Корректность разра-
ботанной модели подтверждается результатами МК-мо-
де лирования сигнала флуоресценции, адаптированного с 
учетом поперечного профиля интенсивности зондирующе-
го пучка и типа приемника (НДC или ДСКД). Выпол нен-
ное исследование позволило количественно сопоставить 
характеристики сигналов, регистрируемых системами фор-
мирования ДФМ-изображений с различными типами при-
емников. 

2. Анализ двухфотонного возбуждения 
флуорофора в рассеивающей среде

2.1. Модели пучка накачки

Согласно [8, 13], число фотонов флуоресценции Q, по-
рождаемых в объеме V в единицу времени (фот./с) в ре-
зультате двухфотонного возбуждения флуорофора после-
довательностью коротких импульсов с длительностью t 
и частотой следования F, определяется соотношением
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где q(r) – пространственная плотность источников двух-
фотонной флуоресценции; a – форм-фактор импульса; 
S 2* – динамическое сечение двухфотонного поглощения 
(см4 · с/фот.); Pex – средняя мощность накачки (фот./с) на 
длине волны lex; C(r) – локальная концентрация флуоро-
фора; Iex (r) – распределение интенсивности (нормирован-
ной на Pex ) в исследуемом объеме [5, 13]. Для двухфотонной 
генерации флуоресценции требуется высокая локальная 
мгновенная интенсивность (порядка 1030 фот.·с–1·см–2), по-
этому пучок накачки обычно остро сфокусирован объек-
тивом с числовой апертурой NA > 0.6. В прозрачной сре-
де интенсивность в сфокусированном пучке единичной 
мощности может быть описана с помощью гауссова рас-
пределения:
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– сечение пучка на разных глубинах z в среде с показате-
лем преломления n; zf – глубина, на которой находится 

перетяжка пучка. Распределение интенсивности на любой 
глубине удовлетворяет условию нормировки
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При распространении сфокусированного гауссова пуч-
ка в биоткани его структура искажается из-за рассеяния 
(мы пренебрегаем линейным поглощением ИК излучения 
в диапазоне рабочих глубин ДФМ). Полная интенсив-
ность в пучке накачки единичной мощности в среде с по-
казателем рассеяния mex складывается из суммы нерассе-
янной, или баллистической (Ib), и рассеянной (Is) компо-
нент [14]:
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Компонента Is может быть найдена из решения урав-
нения переноса излучения с учетом ярко выраженной ани-
зотропии рассеяния в биотканях (средний косинус угла 
однократного рассеяния g > 0.8). В нашей предыдущей 
работе [5] рассматривалось решение для Is в виде гауссова 
распределения [15]: 
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Мощность Рs рассеянной компоненты интенсивности и 
ее сечение соответствуют интегральным характеристикам 
пучка произвольной формы, рассчитанным в малоугло-
вом диффузионном приближении [15]:
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Здесь 2g  – дисперсия малоугловой части фазовой функ-
ции рассеяния. Однако данное решение не учитывает того 
факта, что мощность источника для рассеянной составля-
ющей интенсивности, которая определяется баллистиче-
ской компонентой сфокусированного пучка, существенно 
зависит от глубины: вблизи фокуса количество рассеян-
ных фотонов должно возрастать, поскольку там макси-
мальна плотность нерассеянных фотонов. В настоящей 
работе мы сопоставим результаты расчета структуры Is, 
полученной с помощью стандартного малоуглового диф-
фузионного приближения, и его модификации, предло-
женной в работе [16], в которой источник рассеянных 
фотонов считается распределенным по глубине. В моди-
фицированном малоугловом диффузионном приближе-
нии выражение для Is имеет следующий вид:
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2.2. Модель фазовой функции

Для дальнейших вычислений необходимо задать мо-
дельную фазовую функцию, которая отражала бы особен-
ности однократного рассеяния в биотканях. Традиционно в 
оптике биотканей используется фазовая функция Хеньи–
Гринштейна [17]
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удовлетворяющая условию нормировки
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Она удобна тем, что для ее задания во всем диапазоне 
углов рассеяния g используется единственный параметр – 
средний косинус угла рассеяния g. Функция Хеньи–Грин-
штейна действительно хорошо аппроксимирует многие ре-
альные фазовые функции в области небольших углов, но 
соответствующий параметр g оказывается заметно боль-
ше фактора анизотропии, рассчитанного по измеренной 
фазовой функции, а сама функция (7) дает заниженное 
интегральное значение вероятности рассеяния в заднюю 
полусферу. В качестве альтернативных моделей предла-
гаются многокомпонентные фазовые функции [18], одна-
ко при этом возрастает и количество независимых пара-
метров, определяющих парциальный вклад компонент и 
их форму. В настоящей работе мы обратимся к двухком-
понентной фазовой функции, состоящей из малоугловой 
и изотропной частей [5, 15]:

,p bp b11g g= + -^ ^ ^h h h  (8)

где в качестве компоненты p1(g) используется «заострен-
ная» функция Хеньи–Гринштейна pHG(g, g' ), соответству-
ющая фактору анизотропии g' = (g + 1)/2 [19]. Параметр 
b = 2g/(1 + g) определяется из равенства факторов анизо-
тропии для измеренной фазовой функции и аппроксима-
ции (8). Такая модель хорошо описывает реальные фазо-
вые функции биотканей (рис.1) и к тому же позволяет 
разделить вклады рассеяния на малые и большие углы. 
Для биотканей с g > 0.7 дисперсия угла рассеяния ма ло-
угловой функции p1 связана с фактором анизотропии 

полной фазовой функции феноменологическим соотно-
шением: 

2g  =~ . .g0 72 1-^ h  (9)

Модифицированная фазовая функция Хеньи–Грин-
штейна (8) в дальнейшем использована нами для модели-
рования распространения сфокусированного пучка в рас-
сеивающей среде МК-методом и для сравнения результа-
тов моделирования и теории. 

2.3. МК-моделирование распространения  
остросфоку сированного пучка накачки  
в рассеивающей среде 

Для верификации аналитических моделей рассеяния 
пучка накачки нами выполнено сопоставление профилей 
пучка, рассчитанных по формулам стандартного ((3) – (5)) 
и модифицированного ((3), (6)) малоугловых диффузион-
ных приближений, с результатами численного МК-мо-
делирования. Последний метод широко используется в 
задачах биомедицинской оптики, выступая в роли «чис-
ленного эксперимента», но в основном применяется для 
исследования распространения излучения от коллимиро-
ванных источников. Моделирование остросфокусирован-
ных пучков проводится с существенными упрощениями: 
обычно перетяжка пучка считается точечной [21, 22]. Од-
нако в расчете сигналов, регистрируемых различными 
системами оптической микроскопии, конечность радиуса 
перетяжки сфокусированного пучка является важным фак-
тором, определяющим, в частности, продольное и попе-
речное разрешения метода. В то же время классическая 
реализация МК-моделирования распространения света в 
прозрачных и рассеивающих средах [23] предполагает, что 
фотоны не обладают волновыми свойствами и в свобод-
ном пространстве (либо между актами рассеяния) распро-
страняются вдоль прямых отрезков траектории. Это де-
лает описание дифракционной структуры гауссова пучка 
крайне затруднительным. 

В настоящей работе при моделировании пучка, сфоку-
сированного объективом с числовой апертурой NA ³ 0.6, 
мы применили квазилучевой подход [24], который в про-
зрачной среде обеспечивает соответствие профиля пучка 
формуле (2) на любой глубине. В соответствии с этим под-
ходом первоначальное положение фотона (x0, y0) в пло-
скости выходной апертуры объектива (z0 = 0) определяет-
ся преобразованием Бокса–Мюллера:
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где e1 и e2 – независимые случайные величины, равномер-
но распределенные на интервале (0,1]. Это преобразова-
ние обеспечивает гауссово распределение интенсивности 
в плоскости выходной апертуры объектива с шириной 
a(0) =~ zfNA/(pn). Первоначальное направление движения 
фотонов определяется вектором, соединяющим точку в 
плоскости z0 = 0 и точку в фокальной плоскости объекти-
ва (zf), определяемой тем же преобразованием:
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Рис.1. Фазовая функция (ФФ) рассеяния образца мозга крысы [20], 
характеризующаяся фактором анизотропии g = 0.88, и ее аппрокси-
мации стандартной фазовой функцией Хеньи–Гринштейна (ФФХГ) 
и модифицированной ФФХГ (8) для того же значения g.
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где e3 и e4 – также независимые случайные величины, равно-
мерно распределенные на интервале (0,1]; а0 = 0.61 lex /NA – 
радиус перетяжки. 

Квазилучевой подход к моделированию остросфоку-
сированного гауссова пучка позволяет с хорошей точно-
стью воспроизводить профиль интенсивности в нерассеи-
вающей среде, рассчитанный по аналитической формуле 
(рис.2). Основные параметры гауссова пучка – положение 
перетяжки, ее продольный и поперечный размеры – соот-
ветствуют аналитическим величинам. Это позволяет эф-
фективно использовать данный подход для моделирова-
ния распространения сфокусированного пучка и в рассе-
ивающей среде.

На рис.3, 4 представлены аксиальные и поперечные 
профили сфокусированного пучка накачки в рассеиваю-
щей среде, рассчитанные с помощью МК-моделирования 
и из формул стандартного и модифицированного мало-
угловых диффузионных приближений (обозначены на ри-
сунках как СМДП и ММДП соответственно). При моде-
лировании было использовано 250 млн. фотонов. После 
генерации начального положения и направления распро-
странения фотона, выполненной в соответствии с изло-
женной выше процедурой, дальнейшее движение фотона 
в рассеивающей среде моделировалось с помощью стан-
дартных алгоритмов [21, 23]. Изменение направления фо-

тона при каждом рассеянии определялось в соответствии 
с фазовой функцией (8). Из графиков видно, что в интер-
вале глубин от поверхности среды до фокальной пере-
тяжки модифицированная теория лучше согласуется с 
результатами моделирования, нежели стандартное мало-
угловое диффузионное приближение, но за фокусом обе 
модели демонстрируют расхождение с численным счетом. 
Однако в пользу модифицированной теории говорит то, 
что она точнее описывает поперечный профиль интенсив-
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Рис.2. Поперечные профили интенсивности на различных глуби-
нах z (а) и продольные осевые профили интенсивности для различ-
ных значений числовой апертуры объектива NA (б) гауссова пучка, 
сфокусированного в нерассеивающей среде на глубине zf = 0.1 мм, 
при lex = 800 нм. Кривые – формула (2), точки – результат МК-
моделирования с помощью квазилучевого подхода.
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Рис.3. Аксиальные профили интенсивности в гауссовом пучке, сфо-
кусированном в рассеивающей непоглощающей среде с показате-
лем преломления n = 1.33, коэффициентом рассеяния mex = 10 мм–1 
и фактором анизотропии рассеяния g = 0.9, при NA = 1, lex = 800 нм 
и zf = 100 (а), 500 (б) и 1000 мкм (в).
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ности, тогда как модель СМДП дает заниженные значения 
интенсивности вблизи оси пучка (рис.4а, в). В то же время 
на глубинах, превышающих 1 мм, рассчитанная аналити-
чески интенсивность и для стандартного, и для модифици-
рованного малоуглового приближения оказывается суще-
ственно ниже интенсивности, рассчитанной с по мощью 
МК-моделирования (рис. 3,в). Это объясняется тем фактом, 
что на глубинах свыше одной транспортной длины lt = 
[ mex(1 – g)] –1 эволюция формы пучка определяется не мало-
угловым, а диффузным рассеянием, которого ни СМДП, 
ни ММДП не учитывает. Для выбранных параметров сре-
ды транспортная длина составляет как раз 1 мм. Отметим 
также, что во всем интервале рассмотренных глубин ин-
тенсивность в фокусе пучка определяется в основном бал-
листическими фотонами (см. рис.3). Однако когда глу би на 
фокусировки приближается к одной транспортной длине, 

полная интенсивность вблизи поверхности среды стано-
вится сравнимой с интенсивностью в перетяжке (рис.3,в), 
что создает помеху при наблюдении глубоко расположен-
ных слоев. В целом можно заключить, что в областях сре-
ды, значимо участвующих в формировании сигнала ДВФ, 
модель на основе ММДП лучше согласуется с результа-
тами МК-моделирования и потому является предпочти-
тельной для дальнейшего применения.

2.4. Распределение сигнала ДВФ в объемно-
флуоресцирующей среде

На основе разработанной модели пучка можно про-
анализировать, какие области сильнорассеивающей и флуо-
ресцирующей среды дают основной вклад в сигнал ДВФ, 
если флуоресцирующее вещество распределено в среде 
однородно. Это соответствует задачам наблюдения тол-
стых образцов биоткани, когда флуорофор накапливает-
ся в ткани объемно. При этом мощность ДВФ Q = Q(zf) 
является функцией глубины наблюдения, определяемой по 
положению фокуса пучка накачки в среде. В работах [4, 5, 25] 
показано, что в объемно-флуоресцирующей среде стано-
вятся существенными помехи полезному сигналу, созда-
ваемые приповерхностным свечением. Для исследования 
данного эффекта мы рассмотрим аксиальное распределе-
ние мощности ДВФ W(z, zf), которое может быть вычис-
лено путем интегрирования плотности источников флуо-
ресценции q(r) по поперечной координате:

, , , .d dW z z q
F
P

C I z zr r r r
2

*

f
ex

ex f
S S

2 2
2

0
2 2

t
aS

= == = =^ ^ ^h h hy y  (10)

Для количественного анализа величин Q и W интен-
сивность , ,I r z zex f=^ h в пучке накачки будем рассчитывать 
по формулам ММДП (3), (6). На рис.5 представлена зави-
симость мощности ДВФ Q(zf) от глубины фокусировки в 
рассеивающей среде, а на рис.6 приведены профили акси-
ального распределения мощности флуоресценции W(z, zf), 
соответствующие различным положениям фокуса пучка. 
Если допустить, что флуоресценция в среде возникает 
только благодаря нелинейному возбуждению флуорофо-
ра в окрестности фокуса нерассеянным светом, то, соглас-
но закону Ламберта–Бера, функция Q(zf) должна спадать 
с глубиной как exp(–2mexzf), что соответствует ослаблению 
квадрата интенсивности Ib в фокусе. Однако поведение 
кривой на рис.5 отличается от описанного закона: вблизи 
поверхности затухание близко к экспоненциальному, но 
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Рис.4. Поперечные профили интенсивности в гауссовом пучке 
(NA = 1, lex = 800 нм), сфокусированном на глубине zf = 500 мкм в 
рассеивающей среде с n = 1.33, mex = 10 мм–1 и g = 0.9. Профили рас-
считаны в плоскостях z = 250 (а), 500 (б) и 750 мкм (в).
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Рис.5. Мощность ДВФ как функция глубины фокусировки пучка 
накачки (NA = 1, lex = 800 нм) в рассеивающей среде с n = 1.33, 
mex = 10 мм–1, g = 0.9 (сплошная кривая); штриховая линия – экспо-
ненциальная асимптота exp(–2 mex zf).
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характеризуется несколько меньшим показателем, а начи-
ная с некоторой глубины скорость спадания сигнала су-
щественно замедляется. Сопоставляя кривые на рис.5 и 6, 
можно убедиться, что первое отличие связано с влиянием 
рассеянного света на величину интенсивности в фокусе, а 
второе – с появлением мощного сигнала ДВФ вблизи гра-
ницы, который становится сравнимым с сигналом из об-
ласти фокуса, а затем начинает превышать его. Локальные 
значения мощности приповерхностной ДВФ невелики, 
однако область, формирующая этот сигнал, значительно 
больше области фокального объема. Снизить влияние при-
поверхностной засветки можно путем ограничения диа-
фрагмы детектора, как это предусмотрено в схемах с ДСКД-
приемником, но при отсутствии такой диафрагмы (напри-
мер, в установках, оснащенных НДС-приемником) глубина 

визуализации методом ДФМ с высоким контрастом ока-
зывается ограниченной (рис.7).

3. Оценка собирающей способности  
установок лазерной сканирующей  
микроскопии, оснащенных НДC- и  
ДСКД-детекторами, в условиях рассеяния

3.1. Аналитический и численный расчеты собирающей 
способности систем ДФМ

Изображение, формируемое системами ДФМ, харак-
теризуется мощностью флуоресценции, которая зареги-
стрирована из среды при заданном положении фокуса 
rf = (rf^, zf) [15]: 

, , , .d d dP A q L sr r s r s r r r r s r2PM f f z
2

0= -= = =l l l^ ^ ^ ^h h h hy y  (11)

Здесь функция  ,L r r s0 -= l^ h описывает пространственно-
угловое распределение излучения флуоресценции в пло-
скости границы среды в точке r̂  и в направлении s от изо-
тропного источника единичной мощности, находящегося 
в среде в точке r' ; A(r̂ , s) – пространственно-угловая ха-
рактеристика приемника. Формула (11) учитывает, что 
апертура приемника, освещаемая излучением флуоресцен-
ции, ориентирована параллельно границе среды и имеет 
внешнюю нормаль в направлении оси z. Для точечного 
флуорофора, расположенного в фокусе, q(r', rf) = Qd(r' – rf), 
а формула (11) принимает следующий вид:

, , .d dP Q A L sr r s r r s r sPM f f z2 0
2

= -= = =^ ^ ^h h hy  (12)

Выражение, стоящее под интегралом в (12), есть со-
бирающая способность системы регистрации ДФМ-изо-
бражения, которая представляет собой отношение числа 
фотонов флуоресценции, достигших фотодетектора, к чис-
лу фотонов, образовавшихся во флуоресцирующей среде 
в результате двухфотонного поглощения:

, , .d dA L sr r s r r s r sf f z0
2h = -= = =^ ^ ^h h hy  (13)

В условиях рассеяния собирающая способность зависит 
не только от характеристик приемника, но и от оптиче-
ских параметров среды на длине волны флуоресценции. 

Воспользуемся разработанной в предыдущем разделе 
моделью рассеяния для количественной оценки собира-
ющей способности двух типов регистрирующих систем: 
с широкой приемной диафрагмой (соответствует ДФМ-
системе, оснащенной НДC-приемником) и с ограничен-
ной приемной диафрагмой (соответствует ДФМ-системе 
с ДСКД-приемником). Полагаем, что генерация фотонов 
флуоресценции за счет двухфотонного поглощения про-
исходит преимущественно из области фокального объема, 
который при острой фокусировке не превышает несколь-
ких кубических микрометров, и для упрощения оконча-
тельных формул источник флуоресценции может считать-
ся точечным. В рассеивающей среде это предположение 
справедливо для глубин, соответствующих рабочему ин-
тервалу метода ДФМ, т.е. когда флуоресценция из пере-
тяжки пучка существенно превышает сигнал объемной 
флуоресценции из приповерхностной области. Для среды 
с известным показателем рассеяния mex предельная глуби-
на фокусировки, удовлетворяющая данному условию, мо-
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Рис.6. Аксиальная функция распределения мощности ДВФ W для 
различных глубин фокусировки пучка накачки (NA = 1, lex = 800 нм) 
в рассеивающей среде с n = 1.33, mex = 10 мм–1, g = 0.9 при zf = 250 (а)
и 500 мкм (б).
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Рис.7. Предельная глубина zmax визуализации структуры рассеи-
вающей и объемно-флуоресцирующей среды методом ДФМ, огра-
ниченная приповерхностной засветкой, при NA = 1, lex = 800 нм, 
g = 0.9 и n = 1.33. 
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жет быть определена по зависимости на рис.7. Для бóль-
ших глубин расчет собирающей способности должен про-
водиться исходя из общего выражения (11) c учетом нело-
кального распределения источников ДВФ.

В рамках стандартного малоуглового диффузионно-
го приближения функция L0 в среде на расстоянии r от 
точечного изотропного источника описывается выраже-
нием [26]
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где j – угол отклонения вектора s от радиального направ-
ления; mem – показатель рассеяния на длине волны эмис-
сии флуоресценции lem; 3D rem

2m g= /  – угловая диспер-
сия рас сеянной составляющей яркости. Будем характери-
зовать систему регистрации оптического сигнала двумя 
параметрами: углом раскрытия qNA числовой апертуры 
объектива (в системах ДФМ возбуждение и измерение флу-
оресценции производятся одним и тем же объективом) и ве-
личиной ac, равной радиусу оптического изображения 
конфокальной диафрагмы детектора в фокальной пло-
скости объектива (рис.8). Величина ac связана с физиче-
ским радиусом диафрагмы детектора R через параметры 
оптического увеличения объектива (Mo) и микроскопа 
(Mm): ac = R/(MoMm) [27]. Кроме перечисленных параме-
тров, собирающая способность реальной системы зависит 
от характеристик пропускания объектива и других опти-
ческих элементов, но эта зависимость может быть легко 
учтена домножением на соответствующие коэффициен-
ты. В свою очередь, зависимость h от ac будет более слож-
ной, поскольку в конфокальной схеме регистрации вели-
чина ac ограничивает область угловой чувствительности 
[11]. Формально влияние конфокальной диафрагмы мож-
но описать наличием углового фильтра выходящего из 
среды излучения с характеристикой пропускания

T =~ ,exp
cosa

r

c
2 2

2 2

q

j
-e o

где q – угол между осью симметрии и направлением на 
точку вылета фотона из рассеивающей среды (рис.8). Не-
десканирующий детектор не содержит ограничивающей 
диафрагмы и позволяет принять все фотоны, попавшие в 
пределы числовой апертуры объектива. Поэтому в случае 
НДС-приемника величина ac выбирается неограниченно 
большой. Таким путем снимается ограничение на направ-
ления прихода фотонов, участвующих в формировании 
сигнала флуоресценции из рассеивающей среды. 

Апертура объектива пространственно ограничивает 
площадь, с которой регистрируется поток флуоресценции, 
кругом с внешним радиусом r*

^ = zf cos qNA. Таким обра-
зом, пространственно-угловая характеристика приемни-
ка А может быть представлена в следующем виде:

, , ,exp
cos sin

cosA r
a

r
z r

c
f NA2 2 2

2 2

q j
q q

j
qF= - -=

=
=^ e ^h o h  (15)

где F (·) – функция Хевисайда, а собирающая способ-
ность выражается формулой

1
exp expz z x z x

2
1 1

cos
f em f em f

NA

h m m= - + - -
q

/ /^ ^ ^^h h hh=y

 .d
z x a x

a x
x

3em f c

c

2 3 3 2 2

2 2

#
m g +/

G  (16)

Это выражение основано на расчете яркости с помощью 
стандартного малоуглового диффузионного приближения. 
Однако проведенное выше сравнение модели малоугло-
вого диффузионного приближения с МК-моделированием 
показало, что теория дает заниженные значения локаль-
ной интенсивности вблизи оси симметрии системы. В дан-
ном случае это приведет к занижению собирающей спо-
собности системы формирования изображения. Поэтому 
мы уточнили выражение (15) по аналогии с формулой (6), 
учтя распределенность источника рассеянных фотонов при 
стандартном малоугловом диффузионном приближении:

1
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Для нерассеивающей среды из (16) и (17) может быть 
получен очевидный результат: h0 = (1 – cos qNA)/2. Для 
сред, обладающих рассеянием, результаты расчета соби-
рающей способности систем, оснащенных НДС- и ДСКД-
приемниками, и данные МК-моделирования представле-
ны на рис.9. Численное моделирование основывалось на 
расчете транспорта фотонов, генерируемых точечным изо-
тропным источником в фокусе пучка накачки, к границе 
рассеивающей среды с показателем рассеяния mem и фазо-
вой функцией рассеяния (8), и на пространственно-угловой 
фильтрации выходящих фотонов в соответствии с усло-
вием (15). С целью удобства расчетов величина ac приво-
дится в единицах радиуса диска Эйри (д.Э.) для заданной 
lem и числовой апертуры объектива. Диафрагма приемни-
ка, открывающая в фокальной плоскости объектива один 
диск Эйри (1 д.Э. = 0.61 lem /NA), обеспечивает идеально 
конфокальное детектирование сигнала флуоресценции; для 

ac

r

zf

j

q
qNA

Рис.8. Схема регистрации флуоресцентного сигнала в установках 
с ограниченной конфокальной диафрагмой.
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системы с НДС-приемником ac ® ¥ (обозначено на рисунке 
как «НДС»).

Сопоставление результатов аналитического расчета 
собирающей способности с данными МК-моделирования 
подтверждает корректность разработанной модели (17) 
в рассмотренной области глубин расположения малого 
флуоресцирующего объекта. В целом приведенные зави-
симости показывают, что ограничение области детекти-
рования конфокальной диафрагмой существенно влияет 
на величину h*. Собирающая способность идеально кон-
фокальной диафрагмы (ac = 1 д.Э.) ослабляется с глуби-
ной экспоненциально, однако увеличение диафрагмы в 10 
и даже в 25 раз существенно не меняет скорость уменьше-
ния h*(zf), которая снижается только при диафрагмах с 
ac > 100 д.Э. При этом даже для диафрагмы таких раз-
меров собирающая способность оказывается значительно 
ниже h0, если флуорофор расположен на глубине, превы-
шающей несколько длин рассеяния, lem = 1/mem.

Количественные оценки влияния рассеяния на собира-
ющую способность системы ДФМ выполним для установ-
ки Carl Zeiss LSM 510. Максималь ный физический размер 
приемной диафрагмы в такой установке (2R = 1000 мкм) 
соответствует в фокальной плоскости объектива области 
диаметром 2ac = (300/Мo) мкм. Для стандартного водно-
иммерсионного объектива 20´/1.0 (Mo = 20, NA = 1) по-
перечный размер области чувствительности системы де-
тектирования равен 15 мкм, что для lem = 500 нм соответ-
ствует ac = 25 д.Э. При такой области чувствительности 
собирающая способность системы ДФМ с глубин, пре-

вышающих одну длину рассеяния, близка к таковой для 
конфокальной схемы детектирования и спадает с глуби-
ной приблизительно по закону exp(– mem, zf) (рис.9,а).

3.2. Влияние собирающей способности на сигнал ДФМ 

Ослабление собирающей способности с увеличением 
глубины фокусировки в рассеивающей среде будет сказы-
ваться на скорости спадания сигнала ДФМ. Яркость каж-
дого пикселя ДФМ-изображения определяется числом фо-
тонов флуоресценции N(zf), приходящих на приемник за 
характерное время накопления сигнала Dt:

N(zf) = P2PM(zf) Dt =~ Q(zf) h(zf) Dt.

Данное соотношение применимо в ситуации, когда 
двухфотонное возбуждение флуорофора сосредоточено в 
окрестности фокуса и эффектами приповерхностной за-
светки можно пренебречь. На рис.10 продемонстрирова-
на зависимость сигнала ДФМ, регистрируемого из рас-
сеивающей среды системами, оснащенными НДС- либо 
ДСКД-приемником, от глубины фокусировки. Очевидно, 
что скорость спадания сигнала в системах с НДС-при ем-
ником значительно ниже, чем в системах с приемной диа-
фрагмой, размер которой совпадает с диаметром диска 
Эйри (идеально конфокальное детектирование). Однако 
увеличение размера конфокальной приемной диафрагмы 
до 10 – 20 д.Э. практически не сказывается на изменении 
скорости спадания ДФМ-сигнала. Таким образом, в си-
стемах лазерной сканирующей микроскопии, оснащенных 
ДСКД-приемником, изменение размера диафрагмы детек-
тора в допустимых на практике пределах не приводит к 
существенному увеличению уровня ДФМ-сигнала, дости-
гаемому в системах с НДС-детектором. В первом прибли-
жении зависимость сигнала ДФМ от глубины может оце-
ниваться для систем с НДС-приемником как NNDS(zf) ~ 
exp(–2mex zf). Сигнал ДФМ в системах с регулируемой кон-
фокальной диафрагмой с учетом вышесказанного спада-
ет как NDSCD(zf) ~ exp[–(2mex – mem)zf]. Для большинства 
биотканей показатель рассеяния ms либо практически не 
зависит от длины волны в диапазоне 500 – 1000 нм [20], либо 
уменьшается по закону, близкому к степенному: ms ~ l–m, 
где m = 0.5 – 2 [28]. Для накачки в ближнем ИК диапазоне и 
флуоресценции в видимой области спектра коэффициенты 
рассеяния соотносятся приблизительно как mem/mex ~ 1 – 2. 
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Рис.9. Собирающая способность системы ДФМ в рассеивающей сре-
де ( mem = 10 мм–1, g = 0.9, n = 1.33) как функция глубины фокусиров-
ки для разных значений ac, измеряемых в единицах радиуса диска 
Эйри (д.Э.), при lem = 500 нм, NA = 1 (a) и 0.8 (б). Линии соответ-
ствуют теоретическому расчету, точки – данным МК-модели рова-
ния для тех же значений ac.
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Рис.10. Сигнал ДФМ в зависимости от глубины фокусировки в рас-
сеивающей среде, зарегистрированный с помощью НДС-приемни-
ка (сплошная линия) и ДСКД-приемника (прерывистые линии) с 
указанными размерами диафрагмы при mex = 10 мм–1, mem = 15 мм–1, 
g = 0.9, n = 1.33, М0 = 20 и NA = 1.
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Отсюда следует, что полный показатель ослабления сиг-
нала ДФМ, регистрируемого приемником с ограничен-
ной диафрагмой, составляет 2mex + mem = (3 – 4) mex и ока-
зывается в 1.5 – 2 раза выше показателя ослабления сиг-
нала ДФМ, регистрируемого НДС-детектором.

4. Заключение

Анализ влияния рассеяния на характеристики изобра-
жения оптически толстых образцов биоткани, сформиро-
ванного методом двухфотонной флуоресцентной микро-
скопии, требует тщательного выбора теоретической модели. 
В настоящей работе путем сопоставления с результатами 
МК-моделирования продемонстрирована эффективность 
модифицированного малоуглового диффузионного при-
ближения. Этот теоретический подход был использован 
для исследования особенностей двухфотонного возбуж-
дения флуоресценции в сильнорассеивающем образце, а 
также для анализа собирающей способности ДФМ-сис-
темы. Полученные результаты позволяют в условиях рас-
сеяния прогнозировать характер ослабления сигнала флуо-
ресценции в установках ДФМ, оснащенных различными 
типами детекторов.
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рации для поддержки молодых кандидатов наук (№ МК-
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